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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein programmierbares, 
automatisiertes Verfahrenzur Herstellung von konfektio- 
nierten chemischen Oberflachen unterkombinatorischer 
Verwendung spezifischer Synthesemodule durch In situ 
Synthese auf einem Trager. Wichtige Anwendungsge- 
biete des erfindungsgemaBen Verfahrens sind die mo- 
lekulare Diagnostik in den Bereichen Human- und Vete- 
rinarmedizin (Infektionsdiagnostik, Onkologie, Foren- 
sik), die Entwicklung neuer pharmazeutisch wirksamer 
Substanzen, die biologische Grundlagenforschung, die 
Lebensmittelanalytik, die Biotechnologie, insbesondere 
in den Bereichen Stoffproduktion und Umweltanalytik, 
sowie Hochdurchsatzverfahren zum Wirkstoff screening 
in kombinatorisch -chemischen Untersuchungen. 
[0002] Automatisierte Systeme, die eine schnelle, ge- 
zielte und exakte Erfassung und Analyse chemischer 
und/oder biologischer Informationen erlauben, sind bei- 
spielsweise in den Biowissenschaften und angrenzen- 
den Fachgebieten, wie der pharmazeutischen Wirkstof- 
fentwicklung und der medizinischen Diagnostik, unver- 
zichtbare Hilfsmittel. 

[0003] Ein leistungsfahiges System zur Erfassung und 
Analyse von groBen Informationsmengen, wie sie bei der 
Erfassung genetischer Informationen oder der Analyse 
von Produkten der kombinatorischen Chemie anfallen, 
sindfluidische Mikroprozessoren. Darunterverstehtman 
miniaturisierte, hybride Funktionselemente mit chemi- 
schen und technischen Komponenten, z.B. einen Reak- 
tionstrager, an dessen Oberflache Rezeptoren, z.B. Bio- 
molekule immobilisiert sind, die als spezifische Interak- 
tionspartnerf ur entsprechende Analyten dienen. Da tau- 
sende potentielle biologische und biochemische Interak- 
tionspartner in einem Reaktionstrager angeordnet sein 
konnen, mussen diese mit mikrotechnischen Methoden 
aufgebracht werden. 

[0004] Nach dem derzeitigem Stand der Tech nik wer- 
den die Rezeptoren durch kovalente oder nicht-kovalen- 
te Wechselwirkungen immobilisiert oder in situ auf der 
Festphase synthetisiert. Eine Modulierung der physika- 
lischen (z.B. Dotierungsdichte), physikalisch-chemi- 
schen (z.B. Redoxpotential), chemischen (z.B. katalyti- 
sche Aktivitat) und gegebenenfalls biokompatiblen Ei- 
genschaften (z.B. Steuerung molekularer Erkennungs- 
prozesse) der hergestellten Oberflachen ist experimen- 
tell sehr aufwendig und gelingt nicht immer. Optimierun- 
gen chemischer, biologischer und biochemischer Inter- 
aktionen, die an Oberflachen nachgewiesen werden sol- 
len, sind daher nur unter erheblichem Arbeits- und 
Zeitaufwand, wenn uberhaupt, zu erreichen. Da als In- 
teraktionspartner Naturstoffe wie DNA, RNA, PNA, Oli- 
gonukleotide, Saccharide, Kohlenhydrate, Peptide, Pro- 
teine, aberauch Derivate der kombinatorischen Chemie 
in Frage kommen, ist die Bandbreite optimal geeigneter 
Oberflachenkonfigurationen sehr groB und bislang we- 
der analytisch, noch synthetisch ausreichend systema- 
tise h erfaBt. 



[0005] Die Bausteine eines chemischen Polymerisati- 
onsprozesses werden generell als "Synthone" bezeich- 
net. Die funktionellen Gruppen eines Synthons erlauben 
eine zielgerichtete chemische Reaktion mit geeigneten 

5 anderen funktionellen Gruppen an einem zweiten Syn- 
thon. In aller Regel sind diese reaktiven Zentren durch 
sogenannte Schutzgruppen maskiert, die in einer geeig- 
neten chemischen Umgebung gezielt entfernt werden 
konnen, wodurch eine Steuerung des Syntheseprozes- 

10 ses moglich wird, da nur solche funktionellen Gruppen 
umgesetzt werden, die keine Schutzgruppe tragen. Ab- 
hangig von der jeweiligen Synthesestrategie konnen 
Schutzgruppen im allgemeinen durch eine Anderung 
chemischer oder physikochemischer Umgebungspara- 

15 meter wie dem Redoxpotential, dem pH-Wert oder der 
Temperatur, aberauch durch den Eintragelektromagne- 
tischer Energie, z.B. durch Bestrahlung mit Licht einer 
bestimmten Wellenlange, entfernt werden. 
[0006] Fur die sequenzspezifische Synthese von Oli- 

20 gomeren, wie Oligonukleotiden, Oligonukleotidderiva- 
ten, Peptiden, oder Ko hlen hydrate n, die aus unter- 
schiedlichen, jedoch endlich vielen Monomereinheiten 
aufgebaut sind, hat sich die von Merrifield eingefuhrte, 
sequentielle Polymerisation durch Kondensation an ei- 

25 nerfesten Phase bewahrt (R.B. Merrifield (1963), J. Am. 
Chem. Soc. 85: 2149-2154; R.B. Merrifield (1965) Sci- 
ence 150: 179-185). Die Synthese nach Merrifield be- 
ginnt an einem tragergebundenen Startmonomer, das 
durch die Entfernung einer oder mehrerer Schutzgrup- 

30 pen a ktiviert werden kann. Dadurch wird die Addition ei- 
nes in Losung zugefuhrten, nachsten Monomers gestat- 
tet, das nach erfolgter Polymerisation durch Kondensa- 
tion seinerseits als Ausgangspunkt fur einen weiteren 
Polymerisationsschritt zur Verfugung steht. Die sukzes- 

35 sive Wiederholung von Aktivierung und nachfolgender 
Polymerisation durch Kondensation fuhrt schlieBlich zur 
Synthese des gewunschten Oligomeren. 
[0007] Als Tragermaterialien fur Merrifield-Synthesen 
haben sich insbesondere Glasoberflachen bewahrt. 

40 Aber auch Silizium oder Metalle wie Gold, hochvernetz- 
tes Polystyrol und andere Kunststoffe wie leitfahiges Po- 
lypyrrol oder Copolymere wie N-Vinylpyrrolidon/N-Acry- 
loxysuccinimid, sowie "Naturstoffe" wie Papier (Cellulo- 
se) werden als Tragerstoffe verwendet. Die Funktionali- 

45 sierung der genannten Materialien erfolgt in der Regel 
nach dem Fachmann bekannten, chemischen (z.B. Hy- 
drierung mit nachfolgender Substitution) (Immobilized 
Affinity Ligand Techniques, Academic Press 1992, eds. 
G.T. Hermason, A.K. Mallia, P.K. Smith) oder physikali- 

50 schen Standardverfahren (z.B. Plasmabeschichtung), 
bei denen das Ergebnis der Funktionalisierungsreaktion 
empirisch eingestellt und uberpruft wird. DerBereich zwi- 
schen den funktionellen Gruppen auf der Oberflache des 
Tragers und den eigentlichen, bindungsaktiven funktio- 

55 nellen Rezeptoren (z.B. immobilisierte Biomolekule) wird 
von sogenannten "Linkern" uberbruckt. Dabei handelt es 
sich urn beliebig modifizierte Molekulreste, die funktio- 
nelle Gruppen enthalten und uber diese Gruppen Bin- 
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dung von Rezeptoren (z.B. Biomolekule wie Oligonu- 
kleotide oder Kohlenhydratreste) mit der Trageroberfla- 
che vermitteln. Die physiko-chemischen und die sterisch- 
raumlichen Eigenschaften des Linkers beeinflussen so- 
wohl die an ihnen ausgefuhrten Merrifield-Synthesen (J. 
Katzhendler, S. Cohen, E. Rahmim, M. Weisz, I. Ringel, 
J. Deutsch (1 989) Tetrahedron 45: 2777-2792; A.v. Aer- 
schot, P. Herdewijn, H. Vanderhaeghe (1988), Nucl. Nu- 
cl. 7: 75-90), als auch die Bindung des potentiellen Ana- 
lyten an die hergestellte bindungsaktive Oberflache (M. 
Beier, J.D. Hoheisel (1999) Nucleic Acids Res. 27: 
1 970-1 977). Die Auswahl und Varianz der verwendeten 
Linkerbausteine basiertin der Regel auf Erfahrungswer- 
ten und muB empirisch verifiziert werden. 
[0008] Fur eine Reihe tragergebundener, nukleinsau- 
regestutzter Analysemethoden erfolgt die Detektion ei- 
nes durch ein fluoreszierendes Farbstoffmolekul mar- 
kierten Analyten (z.B. einer DNA oder RNA) durch Hy- 
bridisierung an eine auf dem Trager vorgelegte Matrix 
ausvielen verschiedenen Oligonukleotiden. Erfahrungs- 
gemaB hat dabei die Dichte der auf dem Trager vorge- 
legten Oligonukleotide einen maBgeblichen EinfluB auf 
die Starke des meBbaren Signales und auf das Verhalt- 
nis von Signal zu Hintergrund. Erste Ansatze zur Opti- 
mierungderTrageroberflachefureineVerbesserungdes 
Detektionsprozesses im Bereich DNA-DNA-Wechsel- 
wirkungen sind beschrieben. In einem Ansatz wurde die 
Chemie aus dem "Starbursf'-Dendrimerbreich einge- 
setzt. Hierbei handelt es sich urn stark verzweigte Struk- 
turen, die generationsweise urn einen Initationspunktauf- 
gebaut werden. Mit zunehmender Generationszahl 
nimmt die Zahl der Verzweigungen und damit die Anzahl 
an Reaktionsorten zu, wodurch es schlieBlich zu einer 
Erhohung der funktionellen Dichte auf der Oberflache 
und mittelbarzu einer Verbesserung des Detektionspro- 
zesses (M. Beier, J.D. Hoheisel (1999) Nucleic Acids 
Res. 27: 1970-1977) kommt. 

[0009] In einem anderen Ansatz wurden Aminosauren 
in die Linkermolekule integriert, urn sowohl fur den Syn- 
these, als auch fur den DetektionsprozeB (Hybridisie- 
rung), die Ladungsdichte auf der Oberflache pH-abhan- 
gig steuern zu konnen, und so eine hochspezifische Hy- 
bridisierung mit dem Analyten zu gewahrleisten (M.S. 
Shchepinov, S.C. Case-Green, E.M. Southern (1997) 
Nucleic Acid Res. 25: 1155-1161). 
[0010] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren bereitzustellen, bei dem die Einfuhrung funk- 
tioneller Gruppen "in situ", also wahrend des Funktiona- 
lisierungsprozesses, moduliert und dem Verwendungs- 
zweck der Oberflache angepaBt werden kann. Einewei- 
tere Aufgabe besteht darin, im Verfahren geeignete Lin- 
kermolekule nach Arteines Baukasten systems aus einer 
vorgegebenen Anzahl von chemisch reaktiven Grund- 
bausteinen auswahlen und automatisiert kondensieren 
zu konnen. Weiterhin sollte das Fortschreiten und das 
Ergebnis der Synthesereaktion in einem RegelprozeB 
uberwachbar und steuerbar sein. 
[0011] AuBerdem ist die zu losende Aufgabe die Be- 



reitstellung eines Verfahren, das bei der Synthese oder 
bei der Immobilisierung von bindungsaktiven Struktur- 
elementen in oder auf einem Reaktionstrager in situ die 
flexible Einstellung der physikalischen (z.B. Dichte), der 

5 physikochemischen (z.B. Polaritat), der chemischen 
(z.B. photochemische Labilitat) und/oderderbiokompa- 
tiblen (z.B. Steuerung molekularer Erkennungsprozes- 
se) Eigenschaften erlaubt, unabhangig von derVorgabe 
durch die primare Funktionalisierung des Reaktionstra- 

10 gers. 

[0012] Diese Aufgabe wird gelost durch den Aufbau 
eines Verbindungselementes ("Linker") zwischen einer 
funktionalisierten Festphasenoberflache und den analy- 
tbindenden Strukturelementen (Rezeptoren). Der Linker 
15 wird im oder auf dem Reaktionstrager systematisch aus 
einem odermehreren gleichen oder verschiedenen Mo- 
nomeren diverserchemischerSubstanzklassen nach Art 
einer Merrifield-Strategie aufgebaut, die sich im Sinne 
eines 

20 [0013] Baukastenprinzipsfrei kombinieren lassen.Zur 
genauen Einstellung der physikalischen, physikochemi- 
schen, chemischen und biokompatiblen Eigenschaften 
der entstehenden aktiven Oberflache kann eine Steue- 
rung durch einen IST-Wert / ZIEL-Wert Abgleich uber 

25 eine oder mehrere im oder am Reaktionstrager imple- 
mentierte MeBzelle(n) erfolgen, die einen frei wahlbaren, 
maBgerechten und reproduzierbaren Aufbau der Linker 
aus den vorgegebenen Monomereinheiten gestattet. 
[0014] Im Gegensatz zum Stand der Technik, wo 

30 Oberflacheneigenschaften lediglich durch Versuch und 
Irrtum eingestellt und modifiziert werden konnen, kann 
mit Hilfe der Erfindung automatisiert und reproduzierbar 
eine konfektionierte chemische Oberflache program- 
miert aufgebaut werden. 

35 [0015] In einem ersten Aspektumfasst das erfindungs- 
gemaBe Verfahren zur Herstellung eines beschichteten 
Tragers die Schritte 

a) Bereitstellen eines Tragers, der an seiner Ober- 
40 flache reaktive Gruppen aufweist, und 

b) Aufbauen einer funktionalisierten Oberflache auf 
dem Trager durch schrittweise Synthese von Linker- 
molekulen, die funktionelle Gruppen enthalten, aus 
Synthon-Bausteinen, 

45 

wobei der Syntheseprozess der Linkermolekule uber- 
wacht und gegebenenfalls moduliert wird. 
[0016] Zur Uberwachung des Syntheseprozesses 
werden vorzugsweise fur einen oder mehrere physika- 
50 lisch-chemische Parameter der funktionalisierten Ober- 
flache ZIEL-Werte vorgegeben, und wahrend der Syn- 
these erfolgt ein Abgleich von gemessenen IST-Werten 
mit den vorgegebenen ZIEL-Werten des oder der Para- 
meter. Abhangig vom Ergebnis des Abgleichs von IST- 
55 und ZIEL-Werten konnen nachfolgende Synth eseschrit- 
te moduliert werden. Die Uberwachung kann nach je- 
weils einem oder mehreren Syntheseschritten erfolgen. 
Vorzugsweise wird nach jedem Syntheseschritt eine 
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Uberwachung durchgefuhrt. ZIEL-Werte konnen z.B. 
vom Experimentatorin Abhangigkeit von der Anwendung 
vorgegeben werden. 

[0017] Derletzte I ST- Wert, der im Idealfall dem jeweils 
voreingestellten Zl EL-Wert entspricht, kann als IST-Wert 
fur die sich anschlieRende Kopplung des bindungsakti- 
ven Elements, bzw. Rezeptors an den Linker oder/und 
als interner Standard fur die Qualitatssicherung beruck- 
sichtigt werden. Fur eine spatere qualitative oder/und 
quantitative Erfassung des Signals einer chemischen, 
biochemischen oder biologischen Reaktion an den bin- 
dungsaktiven Elementen sind die Oberflacheneigen- 
schaften des Reaktionstragers in jedem Experiment be- 
kannt und konnen als Parameter in die Analysen einflie- 
Gen. 

[001 8] Als Messmethoden zur Uberwachung kommen 
beispielsweise in Betracht: Absorption, Emission, Leitfa- 
higkeit, pH-Wert, NMR, Masse nspektrometrie, Radioak- 
tivitat, Plasmonenresonanz, Lichtbrechung, Lichtstreu- 
ung, Warmetonung, Elektronenbeugung, Neutronen- 
beugung oder Ellipsometrie. Die Messung erfolgtin einer 
Messzelle, die vorzugsweise in den Reaktionstrager 
selbst oder in die umgebenden fluidischen Elemente in- 
tegriert ist. Bei fluidisch getrennten Reaktionsraumen in- 
nerhalb des Reaktionstragers erfolgt die Messung vor- 
zugsweise nach Reaktionsraumen getrennt. Bevorzugte 
ZIEL-Werte bzw. physikalisch-chemische Parameter, 
die uberwacht werden konnen, sind z.B. die Dichte funk- 
tioneller Gruppen auf der Oberflache, der Abstand funk- 
tioneller Gruppen von der Oberflache, die Oberflachen- 
polaritat, optische, magnetische, elektronische, dielektri- 
sche und katalytische Eigen-schaften, die thermische 
Stabilitat, die photochemische und enzymatische Aktivi- 
tat aber auch raumlich strukturelle Eigenschaften (mole- 
kulare Erkennung). 

[0019] In einem weiteren Aspekt betrifft das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren den Einsatz von Synthon-Bau- 
steinen, die der Modellierung konfektionierter chemi- 
scher Oberflachen dienen. Dabei kommen eine Reihe 
von Bausteinen zum Einsatz, die sich unterschiedlichen 
chemischen Verbindungsklassen, wie etwa Aminosau- 
ren, Nukleosiden, Glykosiden, zuordnen lassen. Ubli- 
cher-weise werden solche Synthon-Bausteine in schutz- 
gruppenmodifizierter Form eingesetzt. Entsprechend ih- 
ren chemischen, physikalisch-chemischen und biologi- 
schen Eigenschaften konnen diese Bausteine verschie- 
dene Funktionen zur Konfektionierung der Oberflache 
ubernehmen: Abstands-halter ("Spacer") wie Alkylreste, 
dienen der Variation des vertikalen Abstandes zwischen 
funktionalisiertem Tragermaterial und bindungsaktivem 
Element. Abstandshalter mit sterisch anspruchsvollen 
Gruppen konnen zur Variation der Raumerfullung, d.h. 
des horizontalen Abstands zwischen einzelnen Linker- 
molekulen bindungsaktiven Elementen ("Spacern") ver- 
wendet werden. Bei Einfuhrung polarer oder geladener 
Reste in die Abstandshalter (z.B. Verwendung von Oli- 
goethylenglycol anstelle von Alkylresten) kann die Pola- 
ritat der Oberflache moduliert werden. Dielek-trische Ei- 



genschaften konnen beispielsweise durch Einfuhrung 
von geladenen Gruppen, z.B. Ami nosau re reste n in den 
Linker variiert werden. 

[0020] Die Bausteine konnen also beispielsweise aus- 
5 gewahlt werden aus Synthonen der Nukleinsaure-, Pep- 
tid- oder Kohlenhydratchemie oder/und aus Spacermo- 
lekulen. 

[0021] Die auf dem Trager synthetisierten Linkermo- 
lekule enthalten funktionelle Gruppen, die die Kopplung 

10 weiterer Linker-Synthon-Bausteine oder - nach Beendi- 
gung der Linkersynthese - von Rezeptoren oder Rezep- 
torbausteinen ermoglichen. Die funktionellen Gruppen 
der Linkermolekule konnen beispielsweise ausgewahlt 
werden aus -OR, -NR 2 , -SR, -P0 3 R 2 , -CN, -SCN, -COR' 

15 und-OCOR',worin R H odereine Schutzgruppebedeutet 
und R' H oder eine Schutzgruppe oder -OR, -NR 2 oder 
-SR bedeutet. Weiterhin konnen R und R' fur Alkyl, Aryl, 
Alkenyl und/oderAllylresteund/oderweiterenutzlicheor- 
ganische Reste stehen. 

20 [0022] Nach beendeter Linkersynthese erfolgt die 
Kopplung von Rezeptoren, die ebenfalls durch schritt- 
weise Synthese aus Synthese-Bausteinen je nach ver- 
wendeter Synthesestrategie, z.B. Peptid-, Oligonukleo- 
tid- oder Kohlenhydratsynthese an der Festphase oder 

25 durch ortsspezifische und/oder nichtortsspezifische Im- 
mobilisierung von kompletten Rezeptoren erfolgen kann. 
[0023] In noch einem weiteren Aspekt betrifft die vor- 
liegende Erfindung den Einsatz von Dotierungs-Syntho- 
nen zurchemischen und physikochemischen, aber auch 

30 zur biokompatiblen Modulation der Oberflacheneigen- 
schaften. Hierbei handelt es sich einerseits um verzweig- 
te Synthone, deren Einkopplung zu einer Vervielfachung 
derZahl initialer Reaktionsortef uhrt (Signalamplifikation) 
und um Blind-Synthone, die zu einer Verringerung der 

35 Reaktionsorte fuhren, da sie selbst keine funktionellen 
Gruppen tragen (Signalreduktion). Alle Synthone zeich- 
nen sich dadurch aus, dass sie im Sinne einer Merrifield- 
Synthese einsetzbar sind, d.h., die funktionellen Grup- 
pen der Synthone tragen Schutzgruppen, die unter ge- 

40 eigneten chemischen oderphysikalischen Bedingungen 
selektiv entfernt werden konnen. Die Einstellung der 
Oberfacheneigenschaften erfolgt durch Polymerisation, 
z.B. durch Kondensation einer geeigneten Kombination 
von Abstandshaltern und Dotierungs-Synthonen. Durch 

45 Auswahl von geeigneten Dotierungs-Synthonen wird die 
Oberflacheneigenschaft moduliert, indem nach jedem 
Polymerisationsschritt der IST-Wert mit dem Zl EL-Wert 
verglichen wird, und vom System solange geeignete 
Synthone oder Mischungen aus geeigneten Synthonen 

50 zugefuhrt werden, bis die Oberflache die gewunschten 
Eigenschaften aufweist. 

[0024] Die erste Addition von Spacer- oder Dotie- 
rungs-Synthone kann gefolgt sein von einem Blockie- 
rungsschritt, bei dem alle nicht verwendeten funktionel- 
55 |en Gruppen der Oberflache inaktiviert werden. Im Falle 
von Glasoberflachen geschieht dies vorzugsweise mit 
Hexamethyldisilazan, Triisobutylchlorsilan oder Trime- 
thylchlorsilan. Dann wird die Schutzgruppe von diesem 
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ersten Synthon an der Oberflache des Reaktionstragers 
selektiv entfernt. AnschlieGend werden - entsprechend 
dem Ergebnis einer Uberwachung der Oberflachenei- 
genschaften - ein zweiter oder weitere Syntheseschritte 
mit einer gegebenenfalls modulierten Auswahl von Syn- 
thon-Bausteinen hinsichtlich der Anteile an Blind- 
oder/und Verzweigungs-Synthonen durchgefuhrt, wobei 
auch die Lange, die Raumerfullung oder/und die Polaritat 
der Synthone variiert werden konnen. Zusatzlich oder 
alternativ konnen die Synthonmenge oder/und - konzen- 
trationen oder auch die Reaktionsbedingungen fur ein- 
zelne oder mehrere Syntheseschritte variiert werden. 
[0025] Vorzugsweise erfolgt der Syntheseprozess au- 
tomatisiert und die Einstellung eines Eigenschaftsprofils 
der funktionalisierten Oberflache ist programmierbar. 
[0026] In noch einem weiteren Aspekt betriftt das er- 
findungsgemaBe Verfahren den ortsspezifischen Aufbau 
der funktionalisierten Oberflache auf dem Trager, d.h. 
die funktionalisierte Oberflache erstreckt sich nicht uber 
den gesamten Trager, sondern nur uber vorbestimmte 
Oberflachenbereiche, 

wobei Array-Strukturen erzeugt werden konnen. 
[0027] Der ortsspezifische Aufbau der Oberflache 
kann durch raumlich oder/und zeitlich begrenzte Belich- 
tung oder durch raumlich oder/und zeitlich begrenzte 
Fluidzufuhr erfolgen. Dabei konnen auch mindestens 
zwei unterschiedlich funktionalisierte Oberflachen auf ei- 
nem Trager aufgebaut werden. Die Unterschiede zwi- 
schen einzelnen Oberflachenbereichen konnen dabei in 
der Art der funktionellen Gruppen oder/und in der Dichte 
der funktionellen Gruppen innerhalb einzelner Bereiche 
liegen. 

[0028] Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Er- 
findung ist, dass die Kombination unterschiedlicher Syn- 
th es eve rf ah re n, z.B. Peptidsynthese bzw. DNA-Synthe- 
se oder hybride Syntheseverfahren, unterschiedliche 
Strategien zur Einstellung der Oberflacheneigenschaf- 
ten erlaubt. Als eine Variante konnen auf einem Trager 
unterschiedliche Oberflacheneigenschaften realisiert 
werden. Bei Verwendung von ortsspezifischen Synthe- 
severfahren ist auch die Einstellung von ortsspezifisch 
unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften moglich. 
Ein solches Verfahren ist beispielsweise die lichtgesteu- 
erte Synthese mit entsprechend photolabilen Schutz- 
gruppen, die uber eine geeignete Belichtungsmatrix (sie- 
he z.B. PCT/EP99/06316 und PCT/EP99/0631 7, auf de- 
ren Offenbarung in diesem Zusammenhang ausdruck- 
lich Bezug genommen wird) ortsspezifisch entfernt wer- 
den konnen. 

[0029] Der Trager kann grundsatzlich beliebig ausge- 
wahlt werden, z.B. aus Partikeln, insbesondere magne- 
tischen Partikeln, Mikrotiterplatten und mikrofluidischen 
Tragern (wie z.B. fluidischen Mikroprozessoren) und 
kann eine Oberflache ausgewahlt aus Glas, Metallen, 
Halbmetallen, Metall oxide n oder Kunststoff aufweisen. 
Besonders bevorzugt sind die in PCT/EP 99/06315 of- 
fenbarten Mikropartikel und die in PCT/EP 99/0631 6 und 
PCT/EP 99/0631 7 offenbarten Trager mit planaren bzw. 



mit Mikrokanalen (Querschnitt z.B. 10 -1000 /mm) verse- 
henen Oberflachen. Auf die Offenbarung der genannten 
Dokumente wird ausdrucklich Bezug genommen. 
[0030] In einem weiteren Aspekt umfasst das erfin- 
5 dungsgemaBe Verfahren das Koppeln von Rezeptoren 
an die funktionellen Gruppen der Linkermolekule, wobei 
das Koppeln der Rezeptoren durch schrittweise Synthe- 
se aus Synthon-Bausteinen erfolgen kann. Auch hierbei 
kann der Syntheseprozess der Rezeptoren uberwacht 
10 und gegebenenfalls moduliert werden. Rezeptoren sind 
biologisch oder/und chemisch funktionelle Molekule, die 
z.B. ausgewahlt werden konnen aus Nukleinsauren, Nu- 
kleinsaureanaloga, Peptiden, Proteinen und Kohlenhy- 
draten. Alternativ konnen jedoch auch vorgefertigte Re- 
's zeptoren an die Linkermolekule gekoppelt werden. Auch 
das Koppeln von Rezeptoren auf dem Trager kann orts- 
spezifisch erfolgen. 

[0031 ] So konnen z.B. mindestens zwei bezuglich Re- 
zeptorart bzw. Rezeptorsequenz oder/und Rezeptor- 
20 dichte unterschiedliche Rezeptorbereiche aufgebaut 
werden. 

[0032] Ein nach dem erfindungsgemaBen Verfahren 
hergestellter Trager kann z.B. in einem Verfahren zur 
Bestimmung eines Analyten verwendet werden, gege- 
25 benenfalls in einer integrierten Vorrichtung zur Trager- 
synthese und Analytbestimmung wie in PCT/EP 
99/06317 offenbart. Der erfindungsgemaBe Trager un- 
terscheidet sich von bekannten Tragern durch seine fur 
den jeweiligen Anwendungszweck optimierte Oberfla- 
30 chenbeschaffenheit und seine hohe Reproduzierbarkeit. 
[0033] In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung 
eine Vorrichtung zur gesteuerten Synthese von Verbin- 
dungselementen (Linkern) zwischen reaktiven Gruppen 
auf derTrageroberflache und bindungsaktiven Rezepto- 
35 ren. Diese Verbindungselemente sind modulare Kon- 
densate aus mehreren gleichen oder verschiedenen 
Synthon-Bausteinen. Dabei kann die Synthese der Lin- 
kermolekule auf der gesamten Oberflache des Tragers 
erfolgen, oder aber ortsspezifisch an ausgewahlten Re- 
40 aktionsorten stattfinden. 

[0034] Die Vorrichtung zur gesteuerten Synthese von 
Verbindungselementen kann eine programmierbare 
Lichtquellenmatrixsein, die eine ortsspezifische lichtab- 
hangige Synthese erlaubt. Eine andere Moglichkeit ist 
45 eine Vorrichtung zur fluidischen Synthese, die eine ge- 
steuerteZufuhrung von Fluiden, und damitauch derSyn- 
thesereagenzien, erlaubt, und dies wahlweise nach Re- 
aktionsbereichen getrennt oder einheitlich. 
[0035] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst 
50 die erfindungsgemaBe Vorrichtung zur Herstellung von 
beschichteten Tragern: 

a) mindestens einen Trager, der an seiner Oberfla- 
che reaktive Gruppen aufweist, 
55 b) mehrere Reservoirs, die Losungen mit Synthon- 
Bausteinen zur schrittweisen Synthese von Linker- 
molekulen enthalten, 

c) Mittel zurZufuhrderSynthon-Baustein-Losungen 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



5 



9 



EP 1 230 015 B1 



10 



auf den Trager und zur Ableitung verbrauchter L6- 
sungen vom Trager, z.B. Pumpen und Leitungen 
oder/und Kapillaren, 

d) Mittel zum Uberwachen des Syntheseprozesses 
fur die Linkermolekule, z.B. MeBzellen oder -ele- 
mente zur Bestimmung eines oder mehrerer physi- 
kalisch -chemise her Parameter, 

e) Mittel zum Modulieren des Syntheseprozesses fur 
die Linkermolekule, z.B. eine entsprechende Soft- 
ware zum Abgleich der IST-Werte fur einen oder 
mehrere Parameter mit vorbestimmten ZIEL-Wer- 
ten, 

f) gegebenenfalls Mittel zum Koppeln von Rezepto- 
ren an Linkermolekule auf derTrageroberflache und 

g) gegebenenfalls Mittel zur Durchfuhrung einer 
Analytbestimmung auf dem Trager, z.B. Mittel zur 
Zufuhr einer Probe und zur Messung eines durch 
den Analyten hervorgerufenen Signals. 

[0036] Die folgenden Figuren und Ausfuhrungsbei- 
spiele sind zur Erlauterung gedacht und sollen den 
Schutzumfang des erfindungsgemaRen Verfahrens in 
keinerWeise einschranken. 
[0037] Es zeigen: 

Abbildung 1 ein Beispiel fur ein trifunktionelles Lin- 
kermolekul, siehe z.B. Burmeisteret al. 
(Tetrahedron Lett. 4995,3667-3668). 

Abbilung 2 Beispiele fur Fluoreszenzmolekule auf 
Tritylbasis und 

Abbildung 3 Beispiele fur Fluoreszenzmolekule auf 
Nitrobenzylbasis. 

Beispiele 

[0038] Auf einem Reaktionstrager, vorzugsweise ei- 
nem fluidischen Mikroprozessor aus Glas, werden pri- 
mare Alkoholfunktionen eingefuhrt. Die Beschichtung er- 
folgt durch einen ProzeG, der aus zwei Teilschritten be- 
steht. Nach einer Aktivierung erfolgt eine mehrstundige 
Silanisierung durch Bespulen des Reaktionstragers mit 
einer Losung von 1 - 10 % (v:v) Hydroxyalkyltriethoxy- 
silan in einem Alkohol. Fur die Durchfuhrbarkeit des er- 
findungsmaGigen Verfahrens ist eine konstante reprodu- 
zierbare Beschichtung wichtig. Dies kann mit verschie- 
denen Verfahren, wie z.B. mit Ellipsometrie, Glimment- 
ladungsspektroskopie, Konduktometrie oder einer ande- 
ren geeigneten Analysemethode, analysiert werden, die 
sich zum Teil auch fur die Detektionsschritte wahrend 
des Verfahrens eignen. Die entstehenden primaren Al- 
koholfunktionen dienen u.a. als Ausgangspunkte fur eine 
tragergebundene Oligonukleotidsynthese nach der 
Phosphonat- bzw. Phosphoramiditmethode oder eine 
Peptidsynthese modifiziert nach Merrifield. 
[0039] Als Zielvorgabe fur eine konfektionierte chemi- 
sche Oberflache soil im aufgefuhrten Beispiel der Ab- 



stand zwischen den OH-Funktionen auf der Oberflache 
des fluidischen Mikroprozessors und einem nach der 
Phosphonat- bzw. Phosphoamiditmethode zu syntheti- 
sierenden DNA-Oligomer ("bindungsaktives Strukturele- 

5 ment") 50 Atome betragen. Die Stellplatzdichte dieser 
Oligonukleotide soil auf ca. 10 nmol/cm 2 , die Polaritat 
des Linkers auf eine mittlere GroGe eingestellt werden. 
[0040] Zur Erzeugung des IST-Wertes mu3 die Funk- 
tionalisierungsdichte auf der Oberflache des fluidischen 

10 Mikroprozessors bestimmt werden. Dies geschieht vor- 
zugsweise durch automatisierte Kopplung eines fluores- 
zierenden dimethoxytrityl- oder eines photoaktiven nitro- 
benzylgeschutzten Monomers aus der Phosphoramidit- 
chemie an freie primare Alkohole. Prinzipiell kommen fur 

15 die Einfuhrung der Fluoreszenz verschiedene Ansatze 
in Frage: 

Fluoreszenz auf Linkerbasis (Abb. 1): 

20 [0041] Bei dieser Substanzklasse werden trifunktiona- 
le Linkermolekule verwendet, an deren eine Funktiona- 
litat ein Farbstoff (Farb) und an deren andere eine 
Schutzgruppe (S^ gekoppelt wurden. 
[0042] Die Fluoreszenzfarbstoffe bleiben in diesem 
25 Fall wahrend des gesamten Prozesses im System. Die 
eigentliche Oligonukleotidsynthese erfolgt nach Abspal- 
tung der Schutzgruppe S^. Im Ausfuhrungsbeispiel 3- 
0-(4,4'- Dimethoxytrityl)- 1 - 0-(1 - pyrenyl)-butyl- glycerin 
(Burmeister et al., supra) wurde Pyren als Farbstoff und 
30 Dimethoxytrityl (DMT) als Schutzgruppe S t genutzt. 
[0043] Um Nebenreaktionen zuruckzudrangen, ist bei 
Verwendung von Photoschutzgruppen fur Position S 1 
darauf zu achten, dass sich die Anregungswellenlangen 
fur die Abspaltung der Schutzgruppe und die Anregung 
35 der Fluoreszenz nicht uberschneiden. 

Fluoreszenz auf Tritylschutzgruppenbasis (Abb. 2): 

[0044] Einfuhrung der Fluoreszenz erfolgt einerseits 
40 durch Substitution der Phenylgruppe im 4,4'-Dimethoxy- 
triphenylmethylchlorid (DMT-CI) durch einen geeigneten 
Farbstoff, z.B. Pyren (Typ I) andererseits durch Substi- 
tution eines oder beider Methylgruppen der Methoxy- 
funktionalitaten, z.B. Pyrenbutanol (Typ II). Entschei- 
45 dendistdie Fahigkeit, das bei der Abspaltung der Schutz- 
gruppe entstehende Kation zu stabilisieren, nicht verlo- 
ren geht. 

[0045] Vorteil dieser Methode ist es, dass sich die fluo- 
reszierenden saurelabilen Tritylschutzgruppen ohne 
50 weiteres in die Standard-Oligonukleotidsynthese inte- 
grieren lassen. 

Fluoreszenz auf Nitrobenzylschutzgruppenbasis 
(Abb. 3): 

55 

[0046] Neben den saurelabilen DMT-Schutzgruppen 
werden auch Strategien verwendet, die auf der Abspal- 
tung photoaktiverSchutzgruppen basieren. In der Regel 
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handelt es sich dabei urn Nitrobenzylderivate. Durch ge- 
zielte Inkorporation einergeeignetenfluorophoren Grup- 
pe, wie etwa einer 7-(Dimethylamino)-cumarin-Gruppie- 
rung, lassen sich diese fluoreszierenden photolabilen 
Schutzgruppen in die Oligonukleotidsyrithese integrie- 
ren. 

Fluoreszenz auf Basis von Nanopartikeln: 

[0047] Als weitere Quelle fur Fluoreszenz dienen 
Goldpartikel. Werden diese reversibel immobilisierten 
Nanoteilchen unter einem bestimmten Winkel bestrahlt, 
treten Light Scattering Effekte auf. 
[0048] Das AusmaBderauftretenden Fluoreszenz gibt 
ein indirektes MaB fur die Zahl der zuganglichen prima- 
ren OH-Funktionen. Der gefundene Wert dient als IST- 
Wert fur die Stellplatzdichte des gewunschten Linkers. 
Dieser IST-Wert wird mit dem Zielwert verglichen. Je 
nachdem, ob die Vorgabe uber- oder unterschritten ist, 
wird im nachsten Kopplungsschritt ein geeignetes Mo- 
nomer oder ein Gemisch aus geeigneten Monomeren 
appliziert (Eine Palette an Monomeren ist im System be- 
vorratet. Die Reaktivitatsdaten der Monomere sind in ei- 
ner elektronischen Datenbankenthalten.), vorzugsweise 
ein Gemisch aus einem Blindmonomer, z.B. Me- 
thoxy-[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]phosphoramidit 
und einem fluoreszierenden Verzweigungsmonomer. 
[0049] Wiederum wird eine Fluoreszenzmessung zur 
Bestimmung des neuen IST-Wertes herangezogen. Die- 
ser Schritt wird sukzessive wiederholt, bis die gewunsch- 
te Funktionalisierungsdichte erreicht ist. AnschlieBend 
erfolgt die Einstellung des Abstandes zwischen der Tra- 
geroberlfache und dem zu synthetisierenden DNA-Oli- 
gonukleotid durch die schrittweise Einkopplung von vor- 
zugsweise kommerziell erhaltlichen Spaceramiditen. Ist 
ein Abstand von z.B. 40 - 60, vorzugsweise ca. 50 Ato- 
men, zur Trageroberflache realisiert, kann mit der auto- 
matisierten Synthese des gewunschten DNA-Oligonu- 
kleotids begonnen werden. Anstelle der Dimethoxytrityl 
geschutzten Monomere konnen auch photolabile, z.B. 
mit 2-Nitrobenzyloxycarbonyl oder 2-Nitroethyloxycar- 
bonyl geschutzte Monomere e in gesetzt werden. Bei Ver- 
wendung einer programmierbaren Lichtquellenmatrix 
zur Belichtung auf dem fluidischen Mikroprozessor, kon- 
nen so ortsspezifisch verschiedene Linkermolekule auf- 
gebaut werden. Vor allem im Falle der Nanopartikel stellt 
die Ellipsometrie eine weitere Methode zurGenerierung 
von IST-Werten dar. 

[0050] Alle aufgefuhrten Varianten, die auf Fluores- 
zenz beruhen, vereinigen in sich den Vorteil, dass sie die 
Justage des optischen Aufbaus in einem Tragersystem 
gemaB PCT/EP99/0631 7 erheblich vereinfachen, da die 
Fokussierung auf diskrete Schichten wesentlich genauer 
ist, als die Fokussierung auf eine diffuse fluoreszierende 
Losung. 

[0051] Als weitere Methode kann die UVVV IS- Absorp- 
tion des Tritylkations {X = 498 nm) des gekoppelten Ami- 
dits (vorzugsweise 3-Dimethoxytrityloxypropyl-1-[(2-cy- 



anoethyl)-(N, N- diisopropyl)]-phosphoramidit), nacher- 
folgter Entschutzungsreaktion zur Ermittlung des IST- 
Werts herangezogen werden. Sie ist ein direktes MaB 
fur die Zahl der zuganglichen primaren OH-Funktionen. 

5 Der gefundene Wert dient als IST-Wert fur die Stellplatz- 
dichte des gewunschten Linkers. Dieser IST-Wert wird 
mit dem Zielwert (10 nmol/cm 2 ) verglichen. Je nachdem 
ob die Vorgabe uber- oder unterschritten ist, wird im 
nachsten Kopplungsschritt ein geeignetes Monomer 

10 oder ein Gemisch aus geeigneten Monomeren (eine Pa- 
lette an Monomeren ist im System bevorratet, die Reak- 
tivitatsdaten der Monomere sind in einer elektronischen 
Datenbank enthalten), vorzugsweise Methoxy-[(2-cya- 
noethyl)-(N,N-diisopropyl)]phosphoramidit ("Blindmono- 

15 mer") und [4,4'-Dimethoxytrityloxyl-1 ,1-bis-ethyl-[(2-cy- 
anoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidit ("Verzwei- 
gungsmonomer") appliziert. Wiederum wird die Absorp- 
tionsmessung der Dimethoxytritylkationen zur Bestim- 
mung des neuen IST-Wertes herangezogen. Dieser 

20 Schritt wird sukzessive wiederholt, bis die gewunschte 
Funktionalisierungsdichte erreicht ist. AnschlieBend er- 
folgt die Einstellung des Abstandes zwischen der Trage- 
roberflache und dem zu synthetisierenden DNA-Oligo- 
nukleotid durch die schrittweise Einkopplung von Spa- 

25 ceramiditen, vorzugsweise 3-Dimethoxytrityloxypropyl- 
1-[(2- cyanoethyl)-(N, N- diisopropyl)] phosphoramidit 
bzw. zur Erhohung der Polaritat 9-Dimethoxytrityloxy- 
triethylenglycol, 1 -[(2-cyanoethyl)-(N, N-dusopropyl)] 
phosphoramidit. Ist ein Abstand von 50 Atomen zur Tra- 

30 geroberflache realisiert, kann mit der automatisierten 
Synthese des gewunschen DNA-Oligonukleotids begon- 
nen werden. 

[0052] Anstelle der Dimethoxytrityl -geschutzten Mo- 
nomere konnen auch photolabile, mit 2-Nitrobenyloxy- 

35 carbonyl oder 2-Nitroethyloxycarbonyl geschutzte Mo- 
nomere eingesetzt werden. Bei Verwendung einer pro- 
grammierbaren Lichtquellenmatrix zur Belichtung auf 
dem fluidischen Mikroprozessor, konnen so ortsspezi- 
fisch verschiedene Linkermolekule aufgebaut werden. 

40 [0053] Als eine alternative Ausfuhrung wird der Linker 
gemaB oben beschriebenem Verfahren bereitgestellt. 
AnschlieBend dienen die Anlagerungsstellen in Form 
entschutzter funktioneller Gruppen der Immobilisierung 
von fertigen Polymersonden. Dabei kann eine ortsauf- 

45 geloste EntschCitzung die entsprechend ortsaufgeloste 
Immobilisierung gegebenenfalls unterschiedlicher Son- 
den ermoglichen. 

[0054] In einer weiteren Ausfuhrung wird die Schutz- 
gruppentechnik fur die ortsaufgelost unterschiedliche 
50 Dotierung der Oberflache verwendet, so daB in unter- 
schiedlichen Reaktionsbereichen unterschiedliche Kon- 
zentrationen bzw. Dichten gleicher oder verschiedener 
Polymersonden entstehen. 

[0055] Dabei kann wiederum mit automatisierter Er- 
55 fassung und Einstellung eine einheitliche definierte Dich- 
te an Spacer-Molekulen bereitgestellt werden. Im An- 
schluB daran kann bei Verwendung einer ortsaufgelo- 
sten Entfernung der Schutzgruppe eine Fraktion der Re- 
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aktionsbereiche aktiviert und eine Polymersondensyn- 
these begonnen werden. Fur die Dichte der in diesen 
Reaktionsbereichen enstehenden Sonden kann das ge- 
eignete Gemisch von verlangerbaren, nicht verlangerba- 
ren oder verzweigten Synthonen wie beschrieben zuge- 
geben werden. Polymersonden gleicher Sequenz, aber 
unterschiedlicher Dichte konnen in der Folge syntheti- 
siert werden, indem nun andere Reaktionsbereiche ak- 
tiviert und mit einem Gemisch in Kontakt gebracht wer- 
den, das die gleiche Art von Bausteinen enthalt, aber 
eine andere Mischung der verlangerbaren, nicht-verlan- 
gerbaren oder verzweigten Synthone. Auf entsprechen- 
de Weise konnen auch Reaktionsbereiche mit unter- 
schiedlichen Konzentrationen an verschiedenen Poly- 
mersonden hergestellt werden. Alternativ kann die Dich- 
te der Sonden so eingestellt werden, indem bei bekann- 
ter Halbwertszeit T 1/2 einer Schutzgruppe die Exposition 
zum entschutzenden EinfluG, z.B. einer Lichtquelle, so 
gewahlt wird, daf3 nur ein definierter Anteil der Schutz- 
gruppen entferntwird undsomitdie Dichte deranschlie- 
Bend hergestellten Polymersonden auf dem Reaktions- 
bereich eingestellt wird. Somit konnen bei ortsaufgelo- 
ster Entschutzung, z.B. lichtabhangier Entschutzung, 
Polymersonden gleicher oder verschiedener Sequenz 
an unterschiedlichen Orten mit unterschiedlicher Dichte 
synthetisiert werden. Dies kann unteranderem fur quan- 
titative Bestimmung des MeBsignals ausgenutztwerden, 
z.B. indem die Dichte der Polymersonden die Anzahl der 
gebundenen Analytmolekule und somit die Signalstarke 
beeinfluGt. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines beschichteten Tra- 
gers, umfassend die Schritte, 

a) Bereitstellen eines Tragers, der an seiner 
Oberflache reaktive Gruppen aufweist, und 

b) Aufbauen einer funktionalisierten Oberflache 
auf dem Trager du rch sch rittweise Synth ese von 
Linkermolekulen, die funktionelle Gruppen ent- 
halten, aus Synthon-Bausteinen, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass der Syntheseprozess der Linkermolekule 
uberwacht und gegebenenfalls moduliert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass fur einen oder mehrere physikalisch-chemi- 
sche Parameter der funktionalisierten Oberflache 
ZIEL-Werte vorgegeben werden und dass wahrend 
der Synthese ein Abgleich von gemessenen IST- 
Werten mit den vorgegebenen ZIEL-Werten des 
oder der Parameter erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 



dadurch gekennzeichnet, 
dass abhangig vom Ergebnis des Abgleichs von 
1ST- und ZIEL-Werten nachfolgende Synthese- 
schritte moduliert werden. 

5 

4. Verfahren nach einem der Anspmche 1 -3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Uberwachung nach jedem Synthese- 
schritt durchgefuhrt wird. 

10 

5. Verfahren nach einem der Anspmche 1-4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die physikalisch-chemischen Parameter aus- 
gewahlt werden aus der Dichte funktioneller Grup- 

15 pen auf der Oberflache, dem Abstand funktioneller 
Gruppen von der Oberflache, der Oberflachenpola- 
ritat, optischen, magnetischen, elektronischen, di- 
elektrischen und katalytischen Eigenschaften, der 
thermischen Stabilitat, der photochemischen und 

20 enzymatischen Aktivitat und raumlich strukturellen 
Eigenschaften. 

6. Verfahren nach einem der Anspmche 1-5, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dass die Uberwachung durch eine oder mehrere im 
oder am Trager angebrachte Messzellen erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspmche 1-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 dass die Uberwachung durch Bestimmung von Ab- 
sorption, Emission, Leitfahigkeit, pH-Wert, NMR, 
Massenspektrometrie, Radioaktivitat, Plasmonen- 
resonanz, Lichtbrechung, Lichtstreuung, Warmeto- 
nung, Elektronenbeugung, Neutronenbeugung oder 

35 Ellipsometrie erfolgt. 

8. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 
40 dass der Syntheseprozess automatisiert erfolgt. 

9. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspm- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 
45 dass die Einstellung eines Eigenschaftsprofils der 
funktionalisierten Oberflache programmierbar ist. 

10. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspm- 
che, 

50 dadurch gekennzeichnet, 

dass eine Modulation des Syntheseprozesses 
durch Modulation der Auswahl von Synthon-Bau- 
steinen fur einen oder mehrere Syntheseschritte er- 
folgt. 

55 

11. Verfahren nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Synthonmenge oder/und -konzentration f ur 
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15 

einen oder mehrere Syntheseschritte variiert wird. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 0 oder 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Anteil an Blind- oder/und Verzweigungs- 
synthonen fur einen oder mehrere Syntheseschritte 
variiert wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10-12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Lange, die Raumerfullung oder/und die Po- 
laritat von Synthonen fur einen oder mehrere Syn- 
theseschritte variiert wird. 

14. Verfahren nach einem Anspruche 10-13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Reaktionsbedingungen fur einen oder 
mehrere Syntheseschritte variiert werden. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass der Aufbau der funktionalisierten Oberflache 
auf dem Trager ortsspezifisch erfolgt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der ortsspezifische Aufbau der Oberflache 
durch raumlich oder/und zeitlich begrenzte Belich- 
tung erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der ortsspezifische Aufbau der Oberflache 
durch raumlich oder/und zeitlich begrenzte Fluidzu- 
fuhr erfolgt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 15-17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens zwei unterschiedlich funktionali- 
sierte Oberflachenbereiche auf einem Trager aufge- 
baut werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf dem Trager Oberflachen aufgebaut wer- 
den, die sich bezuglich der Art oder/und der Dichte 
der funktionellen Gruppen innerhalb einzelner Be- 
reiche unterscheiden. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Bausteine ausgewahltwerden aus Syntho- 
nen der Nukleinsaure-, Peptid- oder Kohlenhydrat- 
chemie. 

21 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 



16 

che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Bausteine ausgewahltwerden aus Spacer- 

molekulen. 

5 

22. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass der Trager eine Oberflache ausgewahlt aus 
10 Glas, Metallen, Halbmetallen, Metalloxiden oder 
Kunststoff aufweist. 

23. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, 

15 dadurch gekennzeichnet, 

dass der Trager ausgewahlt wird aus Partikeln, ins- 
besondere magnetischen Partikeln, Mikrotiterplat- 
ten und mikrofluidischen Tragern. 

20 24. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
che, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die funktionellen Gruppen der Linkermolekule 
ausgewahlt werden aus -OR, -NR 2 , -SR, -P0 3 R 2 , 
25 -CN, -SCN, -COR' und -OCOR', worin R H oder eine 
Schutzgruppe bedeutet und R' H oder eine Schutz- 
gruppe oder -OR, -NR 2 oder -SR bedeutet. 

25. Verfahren nach einem dervorhergehenden Anspru- 
30 che, 

weiterhin umfassend 

das Koppeln von Rezeptoren an die funktionellen 
Gruppen der Linkermolekule. 

35 26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass das Koppeln durch schrittweise Synthese von 
Rezeptoren aus Synthon-Bausteinen erfolgt. 

40 27. Verfahren nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Syntheseprozess der Rezeptoren Ciber- 
wacht und gegebenenfalls moduliert wird. 

45 28. Verfahren nach einem der Anspruche 24-27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Rezeptoren ausgewahlt werden aus Nu- 
kleinsauren, Nukleinsaureanaloga, Peptiden, Pro- 
teinen und Kohlenhydraten. 

50 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Koppeln von Rezeptoren auf den Trager 
ortsspezifisch erfolgt. 

55 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass auf dem Trager mindestens zwei bezuglich der 
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Art oder/und der Dichte der Rezeptoren unterschied- 
liche Rezeptorbereiche aufgebaut werden. 

31. Verwendung eines nach einem der Anspruche 1-30 
hergestellten Tragers in einem Verfahren zur Be- 
stimmung eines Analyten. 

32. Vorrichtung zur Herstellung von beschichteten Tra- 
gern, umfassend: 

a) mindestenseinen Trager, deranseinerOber- 
f I ache reaktive Gruppen aufweist, 

b) mehrere Reservoirs, die Losungen mit Syn- 
thon-Bausteinen zur schrittweisen Synthese 
von Linkermolekulen enthalten, 

c) Mittel zur Zufuhr der Synthon-Baustein-L6- 
sungen auf den Trager und zur Ableitung ver- 
brauchter Losungen vom Trager, 

d) Mittel zum Uberwachen des Syntheseprozes- 
sesfurdie Linkermolekule und 

e) Mittel zum Modulieren des Syntheseprozes- 
sesfurdie Linkermolekule. 

33. Vorrichtung nach Anspruch 32, 
weiterhin umfassend 

f) Mittel zum Koppeln von Rezeptoren an Lin- 
kermolekule auf der Trageroberf lache. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 32 oder 33, weiterhin 
umfassend 

g) Mittel zur Durchfuhrung einer Analytbestim- 
mung auf dem Trager. 



Claims 

1. Method for producing a coated support comprising 
the steps 

a) providing a support which has reactive groups 
on its surface, and 

b) synthesizing a functionalized surface on the 
support by stepwise synthesis of linker mole- 
cules which contain functional groups from syn- 
thon building blocks, 

characterized in that, 

the process of synthesizing the linker molecules is 
monitored and optionally modulated. 

2. Method as claimed in claim 1 , 
characterized in that 

TARGET values are specified for one or more phys- 
icochemical parameters of the functionalized sur- 
face and in that during the synthesis measured AC- 
TUAL values are compared with the specified TAR- 



GET values of the parameter(s). 

3. Method as claimed in claim 2, 
characterized in that 

5 subsequent synthesis steps are modulated depend- 
ing on the result of the comparison of ACTUAL and 
TARGET values. 

4. Method as claimed in one of the claims 1 -3, 
10 characterized in that 

a monitoring is carried out after each synthesis step. 

5. Method as claimed in one of the claims 1 -4, 
characterized in that 

15 the physicochemical parameters are selected from 
the density of functional groups on the surface, the 
distance of functional groups from the surface, the 
surface polarity, optical, magnetic, electronic, dielec- 
tric and catalytic properties, the thermal stability, the 

20 photochemical and enzymatic activity and spatially 
structural properties. 

6. Method as claimed in one of the claims 1 -5, 
characterized in that 

25 the monitoring is carried out by one or more meas- 
uring cells installed in or on the support. 

7. Method as claimed in one of claims 1-6, 
characterized in that 

30 the monitoring takes place by determining absorp- 
tion, emission, conductivity, pH, NMR, mass spec- 
trometry, radioactivity, plasmon resonance, light re- 
fraction, light scattering, heat evolution, electron dif- 
fraction, neutron diffraction or ellipsometry. 

35 

8. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the synthesis process is automated. 

40 9. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the adjustment of a property profile of the function- 
alized surface can be programmed. 

45 io. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

modulation of the synthesis process takes place by 
modulation of the selection of synthon building 
blocks for one or more synthesis steps. 

50 

11. Method as claimed in claim 10, 
characterized in that 

the amount or/and concentration of synthons is var- 
ied for one or more synthesis steps. 

55 

1 2. Method as claimed in claim 1 0 or 1 1 , 
characterized in that 

the proportion of blind or/and branching synthons is 
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varied for one or more synthesis steps. 

13. Method as claimed in one of the claims 10-12, 
characterized in that 

the length, the bulk or/and the polarity of synthons 
is varied for one or more synthesis steps. 

14. Method as claimed in one of the claims 10-13, 
characterized in that 

the reaction conditions are varied for one or more 
synthesis steps. 

15. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the functionalized surface on the support is synthe- 
sized in a site-specific manner. 

16. Method as claimed in claim 15, 
characterized in that 

the site-specific synthesis of the surface takes place 
by spatially or/and temporally limited exposure to 
light. 

17. Method as claimed in claim 15 or 16, 
characterized in that 

the site-specific synthesis of the surface takes place 
by spatially or/and temporally limited fluid supply. 

18. Method as claimed in one of the claims 15-17, 
characterized in that 

at least two differently functionalized surf ace regions 
are synthesized on one support. 

19. Method as claimed in claim 18, 
characterized in that 

surfaces are synthesized on the support which differ 
with regard to the nature or/and the density of the 
functional groups within individual regions. 

20. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the building blocks are selected from synthons of 
nucleic acid, peptide or carbohydrate chemistry. 

21. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the building blocks are selected from spacer mole- 
cules. 

22. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the support has a surface selected from glass, met- 
als, semimetals metalloids, metal oxides or plastics. 

23. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

the support is selected from particles, in particular 
magnetic particles, microtitre plates and microfluidic 



supports. 

24. Method as claimed in one of the previous claims, 
characterized in that 

5 the functional groups of the linker molecules are se- 
lected from -OR, -NR 2 , -SR, -P0 3 R 2 , -CN, -SCN, 
-COR' and -OCOR' in which R denotes H or a pro- 
tective group, and R' denotes H or a protective group 
or -OR, -NR 2 or -SR. 

10 

25. Method as claimed in one of the previous claims, 
additionally comprising 

coupling of receptors to the functional groups of the 
linker molecules. 

15 

26. Method as claimed in claim 25, 
characterized in that 

the coupling takes place by stepwise synthesis of 
receptors from synthon building blocks. 

20 

27. Method as claimed in claim 26, 
characterized in that 

the process for synthesizing the receptors is moni- 
tored and optionally modulated. 

25 

28. Method as claimed in one of the claims 24-27, 
characterized in that 

the receptors are selected from nucleic acids, nucleic 
acid analogues, peptides, proteins and carbohy- 
30 drates. 

29. Method as claimed in one of the claims 24 to 28, 
characterized in that 

receptors are coupled site-specifically to the support. 

35 

30. Method as claimed in claim 29, 
characterized in that 

at least two receptor regions which differ with regard 
to the nature or/and the density of the receptors are 
40 synthesized on the support. 

31. Use of a support produced as claimed in one of the 
claims 1 -30 in a method for determining an analyte. 

45 32. Device for producing coated supports comprising: 

a) at least one support which has reactive 
groups on its surface, 

b) a plurality of reservoirs which contain solu- 
50 tions containing synthon building blocks for the 

stepwise synthesis of linker molecules, 

c) means for supplying the synthon building 
blocksolutions to the support and forconducting 
away used solutions from the support, 

55 d) means for monitoring the process for synthe- 

sizing the linker molecules, and 
e) means for modulating the process for synthe- 
sizing the linker molecules. 
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33. Device as claimed in claim 32, additionally com- 
prising 

f) means for coupling receptors to linker mole- 
cules on the support surface. 

34. Device as claimed in claim 32 or 33, additionally 
comprising 

g) means for carrying out an analyte determina- 
tion on the support. 

Revendications 

1. Procede de preparation d'un support revetu, com- 
prenant les etapes de 

a) preparation d'un support presentant des 
groupes reactifs sur sa surface, et 

b) constitution d'une surface fonctionnalisee sur 
le support par synthese par etapes de molecules 
de liaison contenant des groupes fonctionnels, 
a partir d'elements structuraux synthons, 

caracterise en ce que le procede de synthese des 
molecules de liaison est controle et eventuellement 
module. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que des valeurs cibles pour un ou plusieurs pa- 
rametres physico-chimiques de la surface fonction- 
nalisee sont predefines et en ce que, pendant la 
synthese, les valeurs reelles mesurees sont compa- 
rees aux valeurs cibles predefines du ou des para- 
metres. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en 
ce que, en fonction du resultat de la comparaison 
des valeurs reelles et cibles, les etapes de synthese 
suivantes sont modulees. 



plusieurs cellules de mesure disposees dans ou sur 
le support. 

7. Procede selon Tune des revendications 1-6, carac- 
5 terise en ce que le controle s'effectue par determi- 
nation de I'absorption, de remission, de la conduc- 
tivity, du pH, par RMN, par spectrometrie de masse, 
par mesure de la radioactivite, de la resonance plas- 
ma, de la refraction, de la dispersion de la lumiere, 

10 de la tonalite thermique, de la diffraction d'electrons, 
de la diffraction de neutrons ou par ellipsometrie. 

8. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que le procede de synthese 

15 s'effectue de maniere automatisee. 

9. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que Petablissement d'un pro- 
fil de proprietes de la surface fonctionnalisee est pro- 

20 grammable. 

10. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce qu'une modulation du pro- 
cede de synthese s'effectue par modulation du choix 

25 d'elements structuraux synthons pour une ou plu- 
sieurs etapes de synthese. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en 
ce que Ton fait varier la quantite et/ou la concentra- 
te tion de synthons pour une ou plusieurs etapes de 

synthese. 

12. Procede selon la revendication 10 ou 11, caracte- 
rise en ce que Ton fait varier la fraction de synthons 

35 aveugles et/ou de synthons de ramification pour une 
ou plusieurs etapes de reaction. 

13. Procede selon Tune des revendications 10-12, ca- 
racterise en ce que Ton fait varier la longueur, I'en- 

40 combrement sterique et/ou la polarite de synthons 
pour une ou plusieurs etapes de synthese. 



4. Procede selon Tune des revendications 1-3, carac- 
terise en ce qu'un controle est effectue apres cha- 
que etape de synthese. 45 

5. Procede selon Tune des revendications 1-4, carac- 
terise en ce que les parametres physico-chimiques 
sontchoisis parmi la densitede groupes fonctionnels 

sur la surface, la distance entre les groupes fonc- 50 
tionnels et la surface, la polarite de la surface, des 
proprietes optiques, magnetiques, electroniques, 
dielectriques et catalytiques, la stabilite thermique, 
I'activite photochimique et enzymatique et les pro- 
prietes de structure spatiale. 55 

6. Procede selon Tune des revendications 1-5, carac- 
terise en ce que le controle est realise par une ou 



14. Procede selon Tune des revendications 10-13, ca- 
racterise en ce que Ton fait varier les conditions 
reactionnelles pour une ou plusieurs etapes de syn- 
these. 

15. Procede selon I'une des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que la constitution de la sur- 
face fonctionnalisee sur le support s'effectue de ma- 
niere localisee. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en 
ce que la constitution de la surface localisee s'ef- 
fectue par exposition a la lumiere limitee dans I'es- 
pace et/ou le temps. 

17. Procede selon la revendication 15 ou 16, caracte- 
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rise en ce que la constitution de la surface localisee 
s'effectue par amenee defluide limitee dans I'espace 
et/ou le temps. 

18. Procede selon Tune des revendications 15-17, ca- 
racterise en cequ'au moins deux zones de surface 
fonctionnalisees de maniere differente sont consti- 
tutes sur un support. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en 

ce que Ton constitue sur le support des surfaces qui 
se distinguent a I'interieur de differentes zones par 
le type et/ou la densite des groupes fonctionnels. 

20. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que les elements structuraux 
sont choisis parmi des synthons de la chimie des 
acides nucleiques, des peptides ou des hydrates de 
carbone. 

21. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que les elements structuraux 
sont choisis parmi des molecules d'espaceurs. 

22. Procede selon Tune des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que le support presente une 
surface choisie parmi le verre, les metaux, les semi- 
metaux, les oxydes metalliques ou les matieres plas- 
tiques. 

23. Procede selon I'une des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que le support est choisi par- 
mi des particules, en particulier des particules ma- 
gnetiques, des plaques de microtitrage et des sup- 
ports microfluidiques. 

24. Procede selon I'une des revendications preceden- 
tes, caracterise en ce que les groupes fonctionnels 
des molecules de liaison sont choisis parmi -OR, 
-NR 2 , -SR, -P0 3 R 2 , -CN, -SCN, -COR' et -OCOR', 
ou R represente H ou un groupe protecteur et R' 
represente H ou un groupe protecteur ou -OR, -NR 2 
ou -SR. 



racteriseen ceque les recepteurs sont choisis par- 
mi des acides nucleiques, des analogues d'acides 
nucleiques, des peptides, des proteines et des hy- 
drates de carbone. 

5 

29. Procede selon I'une des revendications 24 a 28, ca- 
racterise en ce que le couplage de recepteurs sur 
le support s'effectue de maniere localisee. 

w 30. Procede selon la revendication 29, caracterise en 
ce qu'au moins deux zones de recepteurs differen- 
tes en ce qui concerne le type et/ou la densite des 
recepteurs sont constitutes sur le support. 

15 31. Utilisation d'un support prepare selon I'une des re- 
vendications 1 -30 dans un procede de determination 
d'un analyte. 

32. Dispositif pour la preparation de supports revetus, 
20 comprenant: 

a) au moins un support presentant des groupes 
reactifs sur sa surface, 

b) plusieurs reservoirs contenant des solutions 
25 de motifs structuraux synthons pour la synthese 

par etapes de molecules de liaison, 

c) des moyens pouramener les solutions d'ele- 
ments structuraux synthons sur le support et 
pour eliminer les solutions usees du support, 

30 d) des moyens pourcontroler le procede de syn- 

these de molecules de liaison, et 

e) des moyens pour moduler le procede de syn- 
thase de molecules de liaison. 

35 33. Dispositif selon la revendication 32, comprenant en 
outre 

f) des moyens pour coupler des recepteurs aux 
molecules de liaison sur la surface du support. 

40 

34. Dispositif selon la revendication 32 ou 33, compre- 
nant en outre 

g) des moyens pour effectuer une determination 
d'analyte sur le support. 



25. Procede selon I'une des revendications preceden- 45 
tes, comprenant en outre le couplage de recepteurs 
aux groupes fonctionnels des molecules de liaison. 

26. Procede selon la revendication 25, caracterise en 

ce que le couplage s'effectue par synthese par eta- 50 
pes de recepteurs a parti r d'elements structuraux de 
type synthons. 

27. Procede selon la revendication 26, caracterise en 

ce que le procede de synthese des recepteurs est 55 
controle et eventuellement module. 

28. Procede selon I'une des revendications 24-27, ca- 
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